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摘 要 
目的：核糖核不均一蛋白（HNRNP A2/B1）作为一个可变剪切子，在乳腺
癌组织中过度表达，参与细胞多种生理过程。本文研究乳腺癌细胞中
HNRNPA2/B1 调控凋亡相关基因 PLK3 表达和 BIM 基因的可变剪切。 
方法：通过 CRISPSR-Cas9 技术敲除乳腺癌细胞 MCF-7 和 MDA-MB-231 中
HNRNP A2/B1 基因后，验证凋亡相关基因的表达；结合转录组测序分析以及
RTPCR 验证凋亡相关基因是否发生可变剪切，并通过 RNA 免疫沉淀技术检测
HNRNP A2/B1 蛋白是否与凋亡相关基因的 pre-mRNA 结合。体内实验中用 Tunel
法检测 MCF-7 细胞 HNRNPA2/B1 敲除前后小鼠移植瘤凋亡变化。通过 CCK8、
Transwell、流式细胞术检测凋亡相关基因对细胞表型的影响。最后验证 HNRNP 
A2/B1 敲除前后乳腺癌细胞的凋亡水平变化；同时过表达 HNRNP A2 检测对乳
腺癌细胞凋亡的影响。 
结果：乳腺癌细胞中敲除 HNRNP A2/B1 后抑制了促凋亡蛋白 PLK3 蛋白表
达，过表达 HNRNP A2/B1 后促进 PLK3 蛋白表达。RNA 免疫沉淀结果显示
HNRNP A2/B1 蛋白能与促凋亡基因 PLK3 和 BIM 的 pre-mRNA 结合，并使 BIM
基因的 E125 号外显子发生可变剪切。在 MCF-7 细胞中过表达 PLK3 蛋白后会促
使细胞凋亡，抑制其增殖，并降低细胞迁移的能力。MCF-7 细胞裸鼠皮下移植
瘤实验中 HNRNP A2/B1 敲除组凋亡率要低于对照组，并且 cleaved-caspased3 表
达降低。流式结果显示 HNRNP A2/B1 敲除后促进了乳腺癌 MCF-7 和
MDA-MB-231 细胞的凋亡；过表达 hnRNP A2 抑制 MCF-7 细胞凋亡。 
结论：HNRNP A2/B1 蛋白能调节 PLK3 的表达并且结合到 PLK3 的
pre-mRNA 上。PLK3 能促进乳腺癌细胞 MCF-7 凋亡，抑制细胞增殖和迁移。
HNRNP A2/B1 蛋白通过结合到 BIM 基因的 pre-mRNA 上,使其 E125 号外显子发
生可变剪切。HNRNP A2/B1 蛋白能抑制乳腺癌 MCF-7 和 MDA-MB-231 细胞凋
亡。乳腺癌细胞中 HNRNP A2/B1 调控凋亡相关基因 PLK3 表达和 BIM 的可变剪
切。 
关键词：细胞凋亡 可变剪切 HNRNP A2/B1  PLK3  BIM 
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Abstract 
Objectives: As a splicing regulator, Previous studies found HNRNP A2/B1 
overexpression in breast cancers associated with various physiological processes of 
cells. Our studies are to illustrate HNRNP A2/B1 regulates apoptosis-related gene 
PLK3 expression and BIM alternative splicing in breast cancer cells. 
Methods: We knocked out HNRNP A2/B1 by CRISPSR-Cas9 technique in 
MCF-7 and MDA-MB-231 cell, combined transcriptome sequencing analysis with 
RTPCR to verify the expression of apoptosis-related gene.On one hand,RNA 
immunoprecipitations were performed from MDA-MB-231 or MCF-7 cell to show 
whether HNRNP A2/B1 bind to the pre-mRNA of apoptosis-related gene . On the 
other hand, we detected whether the apoptosis-related genes were spliced by 
RT-PCR.Finally, we detect the effect of these genes on cell-related phenotypes 
through CCK8 assay, transwell and flow cytometry. Tunel method was used to detect 
the apoptosis of mouse xenografts of MCF-7 before and after HNRNP A2/B1 
knocked out. Then cells were treated with different concentrations of hydrogen 
peroxide to verify the apoptosis rate before and after HNRNP A2/B1 knocked out.And 
we also overexpressed HNRNP A2/B1 to detect its effection on apoptosis. 
RESULTS: Knocked-out of HNRNP A2/B1 in breast cancer cells inhibited the 
expression of Pro-apoptotic proteins PLK3, overexpression of hnRNP A2 promoted 
the expression of PLK3 protein. The result of RNA immunoprecipitation showed that 
HNRNP A2/B1 protein could bind to the pre-mRNA of Pro-apoptotic genes PLK3 
and BIM , and splicing the exon E125 of BIM gene. Overexpression of PLK3 protein 
in MCF-7 cells promotes its apoptosis, inhibits its proliferation and migration. The 
apoptosis rate of HNRNP A2/B1 knocked-out group of MCF-7 nude mice 
subcutaneous xenografts was lower than that of the mock group, and the expression of 
cleaved-caspase3 was decreased. The apoptotic rate of HNRNP A2/B1 knocked-out 
cells was higher than that of not knocked out when treated with concentration of 
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hydrogen peroxide. Overexpression HNRNP A2/B1 suppressed MCF-7 cell apoptosis. 
Conclusion: HNRNP A2/B1 protein regulates PLK3 expression and can bind to 
PLK3 pre-mRNA. PLK3 can promote apoptosis and inhibits its proliferation and 
migration of breast cancer cell MCF-7. The HNRNP A2/B1 protein splicing exon  
E125 by binding to the pre-mRNA of the BIM gene. HNRNP A2/B1 protein can 
suppress the apoptosis of MCF-7 and MDA-MB-231 cells. hnRNPA2/B1 regulates 
apoptosis-related gene PLK3 expression and BIM alternative splicing in breast cancer 
cells. 
 
Keyword: cell apoptosis;alternative splicing; HNRNP A2/B1; PLK3;BIM  
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第一章 前 言 
在过去的几十年中，乳腺癌在全世界范围已经成为女性高死亡率的原因之一。
目前治疗乳腺癌的方法主要为外科手术、化学放疗这两种。乳腺癌的临床管理近
30 年中有显著改善，几乎 87％的妇女在诊断后至少存活了 5 年，而在 70 年代早
期诊断出来的妇女中只有 53％。尽管如此，乳腺癌仍然是全世界与癌症有关的
女性死亡的主要原因，每年有超过五十万名妇女患这种疾病。据中国肿瘤登记年
报显示：女性乳腺癌发病率 0～24 岁年龄段发病率较低，25 岁后呈上升趋势，
50～54 岁达到高峰，55 岁以后逐渐下降。乳腺癌患病率一直居高不下，其原因
之一是乳腺癌不是单一的疾病单元。目前治疗乳腺癌主要是基于肿瘤的受体状态，
特别是雌激素受体（ER），孕激素受体（PR）和人表皮生长因子受体-2（HER2），
其主要分子亚型有 Luminal A（ER / PR 阳性）; Luminal B（ER / PR 阳性，组织
学分级高于 Luminal A）; HER2 阳性和三阴性（ER / PR / HER2 阴性）。其治疗
方法也取得了一定的成功，例如激素治疗（例如，他莫昔芬和参与雌激素合成的
酶芳香化酶抑制剂）用于 ER 阳性疾病，而曲妥珠单抗（Herceptin）用于 HER2
阳性乳腺癌;然而，三阴性乳腺癌仍然没有较好的靶向治疗，这是该疾病更具侵
袭性的亚型之一。目前尚无针对转移性乳腺癌的治疗方法。遗传测序工作已经确
定了很多涉及乳腺癌的基因变化，这可能导致新的治疗选择的发展;然而这些改
变在不同亚型中的功能作用仍有待证实，并且需要澄清在疾病进展，肿瘤异质性
和休眠期间等方面的不同作用。因此研究乳腺癌内在的分子运行机制成为了一个
急需解决的问题[1]。 
1.1 细胞凋亡研究 
细胞凋亡是细胞程序性死亡的一种，是生物体维持自我平衡的过程[2]。一方
面死亡配体（Fas L、TNF-α、TRAIL）的绑定以及相应的死亡受体通过激活
caspase-8[3]来募集引发细胞外凋亡途径的细胞凋亡信号复合物。而另一方面 DNA
受损、内质网应激、生长因子表达减少这些功能信号能激活细胞色素 C、SMAC
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等细胞内在的凋亡因子从线粒体膜上面释放引发凋亡[4]。Bcl-2 家族包括促凋亡
和抑凋亡因子，能够调控细胞内在凋亡途径[5]。Bcl-2 家族的基因能通过可变剪
切形成不同的变体发挥促凋亡或者抑制凋亡的作用。细胞内在凋亡途径的特异性
凋亡体组装后参与 procaspase-9 的合成。最后，合成的 caspase-9 激活其下游的
caspase-3,-6,-7 等蛋白导致细胞凋亡。细胞的存活或者凋亡受到 Bcl-2 家族成员的
平衡来决定[6]。受到破坏的 Bcl-2 家族的剪切体在调节细胞活性过程中导致不同
的甚至相反的效果。 
癌细胞通过拒绝对自身进行细胞凋亡程序从而可以无限增殖[7]。患者在接受
化学治疗剂的处理时，避免凋亡是癌细胞获得抵制力的一种机制[8]。为了防止癌
细胞内在凋亡途径的抵御，许多药物需要大剂量才能行使作用。但同时这会引起
非靶向性的不利效果。因此，通过 TRAIL 信号激活细胞外在凋亡途径或者抑制
凋亡抑制子的抗凋亡作用，是靶向针对癌细胞凋亡的有效策略[9, 10]。许多死亡受
体-配体复合物，包括 TNFR-TNF-α、FAS-Fas 配体、TRAIL 受体 1/2-TRAIL，
都是凋亡引发信号分子。根据死亡受体和相应配体的相互作用，相同受体低聚和
构象的变化暴露了死亡结构域（DD），它与其他的 DD 相互作用[11]，从而介导合
成以及激活 procaspase[12]。 
 
图 1：哺乳动物细胞凋亡途径[13] 
Figure.1 the pathway of apoptosis in mammalian cells 
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1.2 可变剪切研究 
基因的可变剪切，即前体信使 pre-mRNA 转录产生的 RNA 的外显子以多种
方式通过可变剪切体复合物进行重连，使得某一个基因产生不同的转录变体，进
而翻译成功能不同的蛋白。在人类基因组中，至少有 95%的基因发生了可变剪切。
其主要有 5 种主要的形式：①5，端剪切位点的选择。②3，端剪切位点的选择。③
外显子互斥。④外显子跳读。⑤内含子滞留。可变剪切的作用范围可从果蝇性别
决定和神经元的多样性延伸到人类细胞膜结合受体的不同功能的形成。 
剪切因子是指参与 RNA 前体剪接过程的蛋白质因子。超过 150 种相关的剪
切因子和五个小 RNA 组成了剪切复合体[14]。调节外显子及周围内含子的反式剪
切因子和对应的顺式作用元件的相互作用可加强或者减弱 5，、3，端剪切位点的利
用，进而调节哺乳动物体内的可变剪切[9]。这些调节元件根据它们对将要剪切的
外显子的影响分为剪切加强子（ESEs 和 ISEs）、沉默子（ESSs 和 ISSs）[15]。剪
切因子和绑定元件的相互作用通过促进或者干扰剪接体反过来操控 5，、3，端剪切
位点。 
HNRNP 蛋白和丝氨酸/精氨酸丰富蛋白（SR）是主要的两种剪切因子[16]。
HNRNPs 蛋白一般绑定外显子的嘧啶丰富元件抑制外显子内含[17]。而 SR 蛋白能
通过绑定外显子嘌呤丰富元件从而影响许多外显子的可变剪切[18]。剪切因子在
独立的可变剪切事件中的作用受到外显子序列和位置的影响。总的来说，核内剪
切配置是多种剪切因子在时间和空间上的相对表达重编。 
错误的可变剪切会导致疾病的发生。许多疾病相关基因顺势作用元件突变会
造成 pre-mRNA 可变剪切产生错误，无论这些突变发生在内含子和外显子的连接
点还是内含子或者外显子中的剪切加强子或者沉默子。例如不同类型的骨髓造血
恶性肿瘤，特别是骨髓增生异常综合征和慢性淋巴细胞白血病，其 3，端剪切位
点的识别因子（比如 U2AF 和 SF3b）的突变都与疾病相关联。小分子抑制剂、
CRISPR/Cas9 基因编辑技术等治疗策略的利用，对于改善由可变剪切产生突变导
致的疾病的治疗将会很有潜力。 
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图 2 哺乳细胞主要可变剪切形式[13] 
Figure 2 The diagram presents the major alternative splicing modes in 
mammalian cells 
1.3可变剪切对于凋亡的影响 
乳腺癌中凋亡相关的可变剪切事件 
1.3.1 生存素 
在细胞的整个生理过程中，有许多基因发生可变剪切从而调节细胞的凋亡水
平。在细胞从 G2 期过渡到 G1 期的时候，与此相关的生存素蛋白暂时性得到表
达。此蛋白在哺乳动物的未高分化细胞中广泛表达，并且作为一个凋亡抑制蛋白
行使作用[19]。生存素蛋白基因有三种可变剪切产物：全长转录物，2B 转录物、
外显子 3 剪切转录物（ΔEx3），这三种产物在凋亡过程中有不同的作用[20, 21]。
生存素蛋白ΔEx3 变体能抑制凋亡起到细胞保护作用，而 2B 亚型确能够促凋亡
[22]。乳腺癌等癌症的活性发展以及极差的预后都与全长和ΔEx3 变体的高表达相
关[23]。但是其分子机制目前仍然不明确。 
1.3.2 雌激素受体（ER） 
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